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Quiescin sulfidril oxidase 1  é uma flavoenzima  que pode estar presente no 
meio extracelular cujas funções e substratos fisiológicos neste ambiente não são 
bem conhecidos. QSOX1 tem sido demonstrada na regulação da sobrevivência de 
células tumorais, proliferação e migração, além da remodelação da matriz 
extracelular (ECM). No entanto, ainda não estão relatados dados sobre a QSOX1 
em outras condições fisiopatológicas. A reestenose é uma consequência da lesão 
arterial e que acomete cerca de 30% dos pacientes que sofreram angioplastia por 
cateter-balão. O modelo experimental em carótidas de rato reproduz o processo 
fisiopatológico que ocorre em humanos, levando à formação da neoíntima. Esta 
nova camada ocorre devido à migração e proliferação de células do músculo liso 
vascular (VSMC) da túnica média para a túnica íntima, seguido pela síntese e 
remodelação de ECM. Nosso trabalho mostra que a menor expressão e síntese de 
QSOX1, obtida por siRNA, diminui a migração e a proliferação de células 
musculares lisas em cultura, como determinado por ensaios de scratch ou migração 
em transwell e de cristal violeta, respectivamente.  Em contrapartida, a 
superexpressão de QSOX1, obtida com o vetor pCR QSOX1-pCR3.1, estimula 
esses processos neste modelo. Além disso, a atividade sulfidril oxidase no meio 
extracelular parece mediar a migração, mas não a proliferação, como mostrado em 
ensaios de incubação das VSMC com QSOX1 recombinante de camundongo ativa 
ou inativada pela substituição da cisteína 452 por serina. A proliferação celular 
induzida pelas QSOX1 recombinantes ativa e inativa foi similar, induziu a expressão 
da proteína PCNA e não foi dependente de peróxido de hidrogênio intracelular ou 
extracelular, uma vez que a proliferação não foi afetada pela co-incubação das 
células com as proteínas recombinantes e catalase ou PEG-catalase. O papel da 
QSOX1 in vivo foi também analisada. A neoíntima formada após lesão arterial em 
carótidas de ratos mostrou-se imunomarcada com QSOX1 principalmente 14 dias 
após a lesão. A inibição da expressão da QSOX1 por siRNA no tecido arterial levou 
a uma diminuição significativa na expressão do PCNA em 14 dias pós-lesão e uma 
razão de área íntima/média diminuída no dia 21 pós-lesão, em comparação com os 
controles sham. Em resumo, os nossos resultados demonstram que QSOX1 
extracelular induz células do músculo liso vascular (VSMC) à migração e 
proliferação. Interessantemente a proliferação não depende da atividade sulfidril 
oxidase da enzima e in vivo contribui para a formação da neoíntima em artérias 









Quiescin sulfhydryl oxidase is a flavoenzyme largely present in the 
extracellular milieu whose physiological functions and substrates are not known. 
QSOX1 has been implicated in the regulation of tumor cell survival, proliferation and 
migration, in addition to extracellular matrix (ECM) remodeling. However, data 
regarding other pathophysiological conditions are still lacking. Restenosis is a 
consequence of arterial injury, and affects about 30 % of patients who underwent 
angioplasty. The experimental rat carotid model reproduces the physiological 
process that occurs in humans, leading to neointima formation. This new layer is due 
to the migration and proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMC) in the 
tunica media to the intima, followed by ECM synthesis and remodeling. Here, we 
show that QSOX1 knockdown obtained by siRNA inhibited VSMC migration and 
proliferation as determined by scratch, transwell and crystal violet assays, 
respectively. In contrast, QSOX1 overexpression obtained with the vector 
pCR3.1QSOX1, stimulated these processes. In addition, extracellular sulfhydryl 
oxidase activity was found to mediate the migration but not de proliferation, as 
measured following the incubation of VSMC with recombinant QSOX1 both active 
and inactivated by substitution of cysteine 452 to serine. The role of QSOX1 in vivo 
was also examined. The expression of QSOX1 in the neointimal layer of balloon-
injured rat carotids was high and peaked at 14 days post-injury. In vivo QSOX1 
knockdown led to a significant decrease in PCNA expression at day 14 post-injury 
and a decreased intima/media area ratio at day 21 post-injury, compared with sham 
controls. In summary, our findings demonstrate that extracellular QSOX1 induces 
vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and proliferation. Interestingly 
proliferation is not dependent on sulfhydryl oxidase activity of the enzyme in vivo and 















1.1 Proteína QSOX 
 
Entre os diversos mecanismos pelos quais as proteínas podem ter suas funções 
reguladas, os mecanismos redox são exclusivos de proteínas que possuem resíduos 
de aminoácidos ou cofatores susceptíveis a oxidação e/ou redução. Entre os 
aminoácidos mais facilmente oxidáveis, destacam-se a metionina, triptofano, 
fenilalanina, tirosina e cisteína (CHIARUGI; FIASCHI, 2007). A presença de resíduos 
de cisteínas em particular, tem especial importância, uma vez que tiol proteínas têm 
sido cada vez mais consideradas proteínas chaves na sinalização redox 
(FOMENKO; GLADYSHEV, 2012). 
As reações redox em resíduos de cisteína permitem que tiol proteínas possam 
ser reguladas de diversas formas. Por exemplo, a S-nitrosação, ou ligação de um 
grupo NO ao tiolato de resíduos de cisteína já foi considerada um mecanismo de 
controle de regulação da função protéica, semelhante ao mecanismo de 
fosforilação/defosforilação, uma vez que ambas as modificações são reversíveis e 
as reações nos dois sentidos podem ser catalisadas enzimaticamente (BENHAR et 
al., 2009).  
De fato, várias tiol proteínas já foram descritas por estarem com função alterada 
por S-nitrosação. Por exemplo, a S-nitrosação da proteína dissulfeto isomerase 
(PDI) é um evento que anula a capacidade protetora da PDI em condições 
neurotóxicas, visto que PDI está envolvida na maturação e transporte de proteínas 
mal dobradas (UEHARA et al., 2006). Muitas outras proteínas sofrem S-nitrosação 
como processo fisiológico normal da célula, participando de processos chaves como 
transdução de sinal, reparo do DNA e controle da pressão sanguínea (BROILLET, 
1999). Adicionalmente, cisteínas podem ser também oxidadas a ácido sulfênico e 
outras formas mais oxidadas; estes sulfênicos podem ser reversivelmente reduzidos, 
propiciando um mecanismo interessante para regulação redox, do tipo “switch 
on/off”, assim como a S-nitrosação  (MANNICK; SCHONHOFF, 2004). Contudo, 




ou inter-moleculares, ou ainda a dissulfetos mistos, no qual o outro componente 
geralmente é o tripeptídeo glutationa (GSH)  (SEVIER; KAISER; LIEBERT, 2006). 
Quanto à função de dissulfetos, a literatura tem relatado um papel importante 
destas pontes na estrutura tridimensional das proteínas. De fato, a exata função de 
uma proteína é conseqüência de seu arranjo estrutural, o qual depende, além da 
estrutura primária e secundária da cadeia polipeptídica, de modificações pós-
traducionais, entre os quais estaria a formação de pontes dissulfeto (WEDEMEYER 
et al., 2000). 
Atualmente, conhecem-se algumas tiol oxidases que participam do dobramento 
oxidativo no retículo endoplasmático, como endoplasmic reticulum oxidoreductin 1 
(Ero1), essencial for respiration and viability 2 (Erv2), e protein disulfide isomerase 
(PDI) (DEPUYDT; MESSENS; COLLET, 2011; SEVIER, 2012). Estas proteínas 
oxidam tiois protéicos a dissulfetos à custa da redução do oxigênio molecular. 
Além destas, uma proteína foi descrita e relacionada à quiescência celular e ao 
processo de dobramento oxidativo, sendo denominada quiescina sulfidril oxidase 
(QSOX) (HOOBER; THORPE, 1999).  
Sulfidril oxidases podem ser classificadas em duas classes, dependente do co-
fator utilizado: a) Sulfidril oxidases metalo-dependentes (contêm cobre ou ferro); e b) 
Sulfidril oxidases dependentes de flavina adenina dinucleotídeo (FAD) (THORPE et 
al., 2002). Sulfidril oxidases dependentes de FAD utilizam um anel de flavina 
adenina dinucleotídeo como co-fator redox para sua atividade catalítica, porque este 
pode ser facilmente reduzido por ditióis e oxidado pelo oxigênio molecular. 
As QSOX (quiescina/sulfidril oxidase) são tiol oxidases dependentes de FAD 
flavina adenina dinucleotídeo que catalisam, através de uma série de reações de 
troca tiol-dissulfeto, a oxidação de di(tióis) a dissulfeto com a redução concomitante 
de oxigênio molecular a peróxido de hidrogênio (Reação 1) (THORPE et al., 2002). 
 
                                2 RSH + O2 → R-S-S-R + H2O2               
Reação 1:Oxidação de grupos sulfidrila a dissulfetos com a redução do oxigênio molecular a peróxido 
de hidrogênio (H2O2).  





Estruturalmente, a proteína QSOX é composta por um domínio TRX 
(tiorredoxina) na porção N-terminal, seguido de um domínio espaçador característico 
de QSOX, helix-rich region (HRR), e um domínio Erv/Alr (“Essential for respiration 
and vegetative growth”/”augmenter of liver regeneration”) na porção C-terminal, 
sendo este último domínio o qual contém o sítio de ligação a FAD (Figura 1) 
(KODALI; THORPE, 2010). Erv1 e Erv2 são proteínas de levedura homólogas à 
proteína Alr de mamíferos (HECKLER et al., 2008b). Estas proteínas (Erv e Alr) são 
pequenas tiol oxidases com diversas funções (COPPOCK; THORPE, 2006; 
THORPE; COPPOCK, 2007). Alr, também chamada de hepatopoietina é um fator de 
crescimento que estimula a proliferação de hepatócitos para a regeneração do 
tecido hepático (CHEN et al., 2003). 
Recentemente, Alon e colaboradores (2012), elucidaram a estrutura 
tridimensional da QSOX1 de Homo sapiens e Trypanosoma brucei, e demonstraram 
que a proximidade espacial dos domínios Trx e Erv são cruciais para a atividade 
catalítica da enzima, pois permitem a transferência dos elétrons provenientes do 




Figura 1: Esquema demonstrativo dos domínios estruturais da QSOX (de metazoários), 
mostrando as etapas enzimáticas envolvidas no processo de oxidação. A atividade catalítica da 
QSOX é dada através da catálise (oxidação) de dissulfetos em substratos reduzidsos (1) através da 
redução do seu domínio CxxCTrx proximal, o qual repassa subsequentemente os equivalentes 
eletrônicos ao domínio Erv/Alr (2) (CIII e CIV), e posteriormente a FAD (3), o qual por fim realiza a 
transferência dos elétrons para os substratos receptores, como o oxigênio molecular (4).  






A proteína QSOX possui três motivos CxxC envolvidos nos processos 
catalíticos: motivo CxxCTrx: contendo as Cys70 e 73; motivo CxxCProx: com as 
Cys449 e 452; e motivo CxxCDistal: com as Cys 509 e 512, os quais são típicos das 
proteínas pertencentes à superfamília das Tiorredoxinas e participam de reações  
tiol-dissulfeto (COPPOCK; CINA-POPPE; GILLERAN, 1998). O domínio Trx2 não 
possui motivo CxxC, e está localizado antes do terceiro domínio “espaçador” (Figura 
1) (HECKLER et al., 2008a; THORPE et al., 2002) Em mamíferos são descritas 
duas formas para enzimas QSOX: QSOX1 (gene QSCN6) com isoforma longa (com 
domínio transmembrana) e curta (solúvel) produzida pela perda do domínio 
transmembrana (Figura 2); e QSOX2 (gene QSOXN) descrita em neuroblastoma 
(Figura 3) (COPPOCK; THORPE, 2006; RADOM et al., 2006). 
 
 
Figura 2: Esquema demonstrativo de QSOX1 com suas duas isoformas. Isoforma curta que não 
apresenta o domínio transmembrana e a isoforma longa que possui esse domínio. 
FONTE: COPPOCK & THORPE (2006) e RADOM, et al., (2006). 
 
 
Figura 3: Esquema demonstrativo de QSOX2. Isoforma descrita no sistema nervoso e conhecida 
também como QSOXN.  
FONTE: COPPOCK & THORPE (2006). 
 
 
Radom e colaboradores (2006) descreveram para ratos a existência de duas 




longo e um transcrito curto que diferem por 851 nucleotídeos devido ao 
processamento alternativo do RNA mensageiro (RNAm) (Figura 2). Sabe-se então, 
que o gene da QSOX1 pode ou não sofrer processamento alternativo do seu RNAm 
gerando duas isoformas: Isoforma longa, com 12 éxons (QSOX1a), a qual possui um 
domínio transmembrana na região C-terminal; e uma isoforma curta, com 11 éxons 
(QSOX1b) que perde este domínio transmembrana após o processamento 
alternativo do RNAm (COPPOCK; THORPE, 2006).  A princípio, não há evidências 
de que os dois produtos da QSOX1 possuam diferença em sua especificidade 
catalítica intrínseca, pois ambas detêm o mesmo conjunto de domínios catalíticos 
(HECKLER et al., 2008a); entretanto, o nível de expressão protéica é 
significativamente diferente entre as duas isoformas (KODALI; THORPE, 2010), 
sendo a proteína QSOX1b a mais expressa na maioria dos tecidos (COPPOCK et 
al., 1993; HOOBER et al., 1996; OSTROWSKI; KISTLER, 1980). 
Wittke e colaboradores (2003) descreveram a segunda forma do gene da QSOX 
(QSOXN ou QSOX2) em linhagem celular de neuroblastoma humano, a qual 
compreende 12 éxons, possui alta homologia com os membros da família QSOX1, e 
é predominantemente localizada próxima as membranas plasmática e nuclear. Este 
mesmo grupo de pesquisa demonstrou também que a inativação do gene QSOX2 
confere resistência a apoptose induzida por interferon (IFN), e que a indução da 
expressão de QSOX2 sensibiliza as células a apoptose (WITTKE et al., 2003).  
A expressão de QSOX1 já foi demonstrada em diversos ambientes, como trato 
reprodutor masculino (OSTROWSKI; KISTLER; KISTLER, 1979, BENAYOUN ET 
AL., 2001), na clara do ovo de galinha (HOOBER et al., 1996; HOOBER, 1999), 
fibroblastos de pulmão (COPPOCK et al., 1993), tecido uterino (MUSARD et al., 
2001), ilhotas de Langerhans, glândula parótida, glândulas apócrinas da pele, 
células no intestino que secretam peptídeos e proteínas (COPPOCK; THORPE, 
2006), cérebro, epiderme (MATSUBA et al., 2002), glândula sebácea, placenta 
(THORPE; COPPOCK, 2007) e leite bovino (JAJE et al., 2007). Coppock e Thorpe 
2006 demonstraram a intensidade da expressão das duas isoformas de QSOX em 





Figura 4: Intensidade de expressão das isoformas de QSOX: QSOX1 representa a isoforma com 
domínio transmembrana e QSOX2 representa a proteína de sistema nervoso.  
FONTE: COPPOCK & THORPE (2006). 
 
 
Nosso grupo demonstrou que a QSOX1 está presente em soro fetal bovino, 
(ZANATA et al., 2005), tecidos fetais, e derivados dos folhetos mesodérmico e 
ectodérmico (PORTES et al., 2008). Nesse trabalho, mostramos ainda que a 
expressão desta enzima em tecidos epiteliais aumenta durante o desenvolvimento 
fetal, indicando um papel regulatório na programação embriogênica. Recentemente, 
QSOX1 foi encontrada em soro bovino adulto (ISRAEL et al., 2014).   
A literatura propõe um papel catalisador para QSOX1 na modelação e 
remodelação dos componentes protéicos, principalmente na matriz extracelular, que 
apresentam tióis susceptíveis à oxidação, o que pode levar à formação de 
dissulfetos ou não (COPPOCK; THORPE, 2006; CHAKRAVARTHI et al., 2007). A 
localização extracelular evidencia que a enzima atua sobre substratos na matriz e, 
portanto, atua como um regulador do estado redox de determinadas proteínas da 
matriz propriamente dita e também as proteínas da superfície celular (HECKLER et 
al., 2008b). 
Recentemente, Ilani e colaboradores (2013) propuseram que a presença da 




matriz extracelular, especialmente a laminina, e consecutivamente na remodelação 
da matriz extracelular na promoção de acontecimentos de invasão tumoral. Neste 
contexto também foi descrita para QSOX1 uma função proliferativa como 
demonstrado em culturas de fibroblastos com baixa expressão de QSOX1 que só 
retornou o estado proliferativo quando o meio de cultura foi suplementado com 
enzima recombinante (ILANI et al., 2013). 
 
1.2 QSOX1 em situações patológicas 
 
Apesar de existirem muitos dados sobre a expressão e a atividade catalítica da 
QSOX, seus papéis fisiopatológicos ainda não foram bem estabelecidos. A enzima 
já se mostrou participante de eventos fisiológicos e fisiopatológicos, e muitas vezes 
com funções ambíguas.  
Estudos recentes têm descrito a QSOX1 como uma enzima associada à 
ambientes celulares e extracelulares, participando de diferentes funções, como pró 
ou anti-apoptótica e marcadora de bom ou mau prognóstico em câncer. As 
diferentes funções dependem do tecido analisado (LIMOR-WAISBERG; BEN-DOR; 
FASS, 2013; SEVIER, 2012; KODALI; THORPE, 2010). 
É conhecida a associação entre a expressão de QSOX1 e inibição da 
proliferação de diversas linhagens celulares (MUSARD et al., 2001; 
HELLEBREKERS et al., 2007), assim como possível biomarcador de malignidade 
em adenocarcinoma pancreático, provavelmente pela ativação da capacidade 
metastática (Antwi et al., 2009). Em eventos de morte celular, enquanto a QSOX2 foi 
descrita como pró-apoptótica (WITTKE et al., 2003), a QSOX1 já foi descrita como 
reguladora de eventos de inibição de morte celular (MOREL et al., 2007), 
biomarcadora de bom prognóstico em câncer de mama humano (possivelmente 
através da inibição de tumorigênese (PERNODET et al., 2012), ativação de morte 
celular em células endoteliais e macrófagos na aterosclerose (DE ANDRADE et al., 
2011), e proliferativa através da ativação de metaloproteases de matriz extracelular 
(MMP) -2 e -9 (KATCHMAN et al., 2011).  
Uma possível associação entre a QSOX1 e câncer de pâncreas foi encontrada 
(ANTWI et al., 2009; KATCHMAN et al., 2011). Neste trabalho, o plasma de 




QSOX1 no tecido tumoral estavam altos, mas ausentes no estroma adjacente. 
Recentemente foi descrito que QSOX1 promove a invasão das células tumorais de 
pâncreas mediadas por metaloproteínas como a MMP9 e a MMP2 (KATCHMAN et 
al., 2011). 
Recentemente, surgiu também um papel para a QSOX1 no sistema 
cardiovascular.  Verificou-se a presença da QSOX 1 no sobrenadante de células de 
músculo liso da aorta (SMC) e progenitoras de músculo liso através de ensaios de 
proteômica (SIMPER et al., 2010). De Andrade e colaboradores (2011) mostraram 
que a QSOX regula a ativação de morte celular, através da indução de processos 
apoptóticos e de diferenciação em células endoteliais e macrófagos na aterosclerose 
(DE ANDRADE et al., 2011). E foi também descrita como um possível marcador de 
insuficiência cardíaca (MEBAZAA et al., 2012). 
 
1.3 Aterosclerose e reestenose 
 
A aterosclerose é uma doença crônica inflamatória causada pela formação de 
ateromas nos vasos sanguíneos. Os ateromas são placas formadas principalmente 
por lipídios e células inflamatórias que se acumulam na parede do vaso causando o 
estreitamento do lúmen, podendo levar à interrupção total do fluxo sanguíneo 
(SCHWARTZ et al., 1991). Dependendo da localização, pode causar infarto do 
miocárdio e derrames e, em muitos casos, é fatal (GLAUDEMANS et al., 2010; 
NOFER; BRODDE; KEHREL, 2010). 
A artéria normal possui divisões histológicas bem definidas (Figura 5), sendo 
uma primeira camada composta por células endoteliais (túnica íntima), seguida de 
uma túnica média, formada principalmente células musculares lisas e fibras elásticas 
dando firmeza aos vasos, e por fim a túnica adventícia rica em matriz extracelular 








Figura 5: Esquema representativo das divisões histológicas da artéria normal. Túnicas 
representadas: adventícia, média e intima.  
FONTE: Imagem adaptada da American Heart Association Learn and Live® (2014). 
 
Quando os níveis de colesterol na corrente sanguínea são elevados há o risco 
de acúmulo de LDL (Low Density Lipoprotein), cálcio e outras substâncias sob o 
endotélio do vaso, levando a formação de placas (Figura 6) (NOFER; BRODDE; 
KEHREL, 2010). O LDL-colesterol circulante atravessa o endotélio e se acumula 
entre a média e a íntima. Quando ocorre um aumento dos níveis de LDL, essas 
partículas são depositadas nas artérias com conseqüente oxidação. As partículas 
oxidadas são citotóxicas para as células endoteliais resultando em lesões e ativação 
das células endoteliais, levando a um processo inflamatório crônico (BERLINER et 
al., 1995). Monócitos e linfócitos migram através do endotélio e permanecem na 
íntima. Lá, macrófagos fagocitam as partículas de LDL-colesterol modificadas pela 
oxidação, formando as células espumosas ou “foam cells” (LIBBY, 2001). As células 
espumosas podem se romper e formar estrias gordurosas. Células musculares lisas 
migram da média em direção a íntima, e contribuem para a deposição de matriz 
extracelular. Assim, células vivas, restos celulares e matriz extracelular compõem 






Figura 6: Representação do processo de aterosclerose. Colesterol LDL atravessa a camada 
média do vaso. O acúmulo do colesterol juntamente com outras moléculas forma o ateroma, 
estreitando o lúmen do vaso. 
FONTE: Imagem adaptada de National Heart, Lung and Blood Institute (2014). 
 
 
A desobstrução do vaso pode ser realizada com a técnica da angioplastia por 
cateter balão.  O catéter balão é introduzido no lúmen do vaso aterosclerótico e 
posteriormente é insuflado, comprimindo o ateroma e restabelecendo o fluxo 
sanguíneo (GRÜNTZIG; SCHNEIDER, 1977). Contudo, alguns pacientes após esse 
procedimento voltam a ter complicações no mesmo vaso em que a placa foi 
“removida”. Estudos levaram a descoberta de um novo processo patológico 
conhecido como reestenose (CARAMORI; YAMAMOTO; ZAGO, 1997). 
A reestenose é o resultado de diversos processos que ocorrem devido a danos 
mecânicos provocados pelo cateter balão, que remove completamente o 
revestimento endotelial da íntima. Remodelamento arterial e hiperplasia neoíntimal 
são eventos intimamente associados ao desenvolvimento da reestenose 
(NAKATANI et al., 2003; ZARGHAM, 2008). O mecanismo de reestenose apresenta 
uma fase inicial que corresponde a formação de neoíntima e um atraso de fase de 
remodelação constritiva (ZARGHAM, 2008) 
Existem modelos animais com diferentes graus de similaridade de angioplastia 




(JACKSON, 1994). A lesão por cateter balão em carótidas de ratos é um modelo 
bem estabelecido para o estudo de proliferação (CLOWES; REIDY; CLOWES, 
1983), migração (CLOWES; SCHWARTZ, 1985) em células musculares lisas 
(VSMC), induzindo a reestenose.  
O procedimento da formação da neoíntima em rato é bem descrito e ainda muito 
estudado (Figura 7). A cirurgia é realizada na carótida esquerda com auxílio de um 
cateter balão. Após 14 dias a formação da neoíntima está completa, e após 21 dias 
estabilizada (CLOWES; CLOWES, 1986; CLOWES; REIDY; CLOWES, 1983; TULIS, 
2008). Logo após a lesão há a perda das células endoteliais, rompimento das fibras 
elásticas e exposição das células musculares lisas (CLOWES; CLOWES, 1986). A 
disfunção das células endoteliais leva a expressão aumentada do inibidor do 
ativador de plasminogênio (PAI-1), fibronectina, trombospondina, integrinas, 
selectinas, angiotensina e dezenas de fatores de crescimento; entre os principais 
presentes estão: TGF-β, PDGF, IL-1, IGF-1. Outros fatores também são liberados 
nas células musculares lisas ativando-as (NIKOL; HUEHNS; HÖFLING, 1996) 
juntamente com a ativação de alguns oncogenes (MULLER, 1997), e PCNA 
(Proliferating-Cell Nuclear Antigen), que é uma proteína nuclear necessária para a 
síntese de DNA pela DNA polimerase (MORISHITA et al., 1993). Em ratos após 48 
horas as SMCs começam a migrar da camada média e após 96 horas migram para 
formar a neoíntima (CLOWES; CLOWES, 1986), juntamente com um aumento 
significativo na síntese protéica. Há a deposição de colágeno, elastina e 
proteoglicanos (STRAUSS et al., 1994). Durante os primeiros 14 dias ocorre o maior 
espessamento da neoíntima (CLOWES; CLOWES, 1986), composta por células 
musculares lisas não diferenciadas, sem capacidade contrátil (SCHWARTZ; 
CAMPBELL; CAMPBELL, 1986), juntamente com a expressão de proteínas da 
matriz extracelular como fibronectina, osteopontina e vitronectina. Tanto o RNA 
mensageiro (RNAm) como a proteína fibronectina apresentam expressão acumulada 
na porção luminal da neoíntima (BAUTERS; ISNER, 1997). Após o 21° dia de lesão, 
a neoíntima começa a se estabilizar tendo uma diminuição no espessamento em 






Figura 7: Artéria carótida de rato 14 dias após lesão arterial, com neoíntima proeminente. Área 
delimitando a região íntima e média de carótida de rato após 14 dias da lesão. 
FONTE: Imagem produzida por Cofré, A.H, 2010. Dissertação de mestrado. 
 
 
Dentre os fatores envolvidos na resposta vascular à lesão mecânica, a 
participação de processos redox associados à sinalização e lesão celular nas 
diversas fases do processo de reparação têm um papel importante (SOUZA et al., 
2000). Estes processos redox são basicamente relacionados a formação enzimática 
de espécies reativas de oxigênio (ROS) (HENSLEY et al., 2000). Muitas enzimas 
geradoras de ROS estão envolvidas na sinalização redox. As várias fontes 
potenciais de ROS, isoformas vasculares do complexo NADPH oxidase parece ser 
uma das principais vias de geração dessas espécies. 
As NADPH oxidases da família Nox são a principal fonte de ROS com finalidade 
de sinalização compartimentalizada em várias células (TERADA, 2006), 
particularmente células vasculares (LEE et al., 2009). A expressão diferencial de 
isoformas catalíticas da NADPH oxidase podem influenciar as alterações fenotípicas 
que ocorrem nas células musculares lisas (VSMCs) durante a progressão da 
reparação vascular (LASSÈGUE; SAN MARTÍN; GRIENDLING, 2012). A expressão 
de Nox1, isoforma que aumenta inicialmente e perdura durante fases intermediárias 
da reparação (até aproximadamente 7 dias) (SZOCS, 2002), está associada com a 
indução do fenótipo migratório, proliferativo e secretor, característico de células 
neointimais (LEE et al., 2009). Ao contrário, a indução de Nox4, isoforma que está 
aumentada em fases mais tardias da reparação (acima de 10 dias), está associada à 
indução do fenótipo diferenciado e quiescente de células musculares lisas 




Foi mostrado que a Nox vascular é fortemente regulada por reagentes 
específicos de grupos tiol via mecanismos não diretamente relacionados ao estado 
redox da glutationa intracelular (JANISZEWSKI et al., 2000). Dessa maneira esse 
mesmo grupo mostrou uma associação física e funcional entre a NADPH oxidase e 
a PDI, que é uma proteína da super família da Tioredoxina, com multi domínios e 
multi funções, mas com comportamento redox versátil (JANISZEWSKI et al., 2005). 
PDI é uma proteína abundante na célula com comportamento redox variável e 
conhecida interação com outras proteínas. Está localizada principalmente no retículo 
endoplasmático, onde promove o dobramento oxidativo de outras proteínas através 
de reações de oxidação, redução e isomerização (JANISZEWSKI et al., 2005). 
É interessante ressaltar que a PDI é um substrato da QSOX (KODALI; THORPE, 
2010) e que a QSOX tem sua expressão aumentada durante a resposta vascular à 
lesão e sustenta a formação da neoíntima, dessa maneira esses processos redox 
mediados pela PDI e NADPH oxidase devem participar da remodelação dessa nova 
camada após lesão por catéter balão. 
 
1.4 Proliferação celular 
 
Um grande número de estímulos ambientais, incluindo fatores de crescimento, 
mediadores inflamatórios, componente de matriz, e as interações célula- célula 
foram mostrados para regular a proliferação e diferenciação das VSMC (OWENS; 
KUMAR; WAMHOFF, 2004). 
A proliferação de VSMC ainda é um processo controverso. Tem sido relatado 
que o TGF-β exerce um efeito inibidor do crescimento de VSMC através da indução 
de parada de ciclo celular na fase G1 (REDDY; HOWE, 1993). No entanto, Stouffer 
e Owens demonstraram que TGF-β promove a proliferação de VSMC cultivadas 
(STOUFFER; OWENS, 1994), o que é consistente com os resultados recentes que 
TGF- β aumenta a proliferação VSMC através das vias Smad3 e ERK MAPK 
(SUWANABOL et al., 2012; TSAI et al., 2009). Além de TGF-β, outros fatores de 
crescimento incluindo o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator 
de crescimento de fibroblastos - 2 (FGF - 2) e fator de crescimento epidérmico (EGF) 





Recentemente Shi e colaboradores (2014) relataram que o TGF-β através da 
Smad3 é um ativador potente da via de sinalização ERK MAPK, tanto in vitro como 
in vivo. Esse grupo descobriu que a ativação de ERK MAPK por TGF-β é um 
processo que é muito reforçado pela superexpressão de Smad3 e inibida por RNA 
interferência (siRNA) para Smad3. Além disso, nesse trabalho o bloqueio da ERK 
MAPK diminui a proliferação de VSMC induzida por TGF-β. Finalmente, 
demonstraram que a superexpressão de Smad3 in vivo aumenta a ativação de ERK 
MAPK, a qual está associada com a proliferação de VSMC. Estes dados sugerem 
um novo mecanismo pelo qual o TGF-β, através da Smad3 e ERK MAPK, regula a 
positivamente a proliferação das VSMC e a formação de hiperplasia intimal (SHI; 
CHEN, 2014). 
Proliferação celular é um processo extremamente regulado onde a progressão 
pelas fases do ciclo celular é controlada, de modo muito preciso, por uma rede 
bioquímica complexa, que sinaliza o andamento e as passagens entre G1, S, G2 e 
M (Figura 8). Esse controle é vital para a manutenção do ritmo de proliferação, para 
garantir a correta replicação do material genético, segregação dos cromossomos, e 




Figura 8: Esquema do ciclo celular. Representação das fases do ciclo celular. 
FONTE: SANTAMARÍA, et al. (2007) 
 
Inicialmente, essas vias respondem a fatores extracelulares que, através de uma 
cascata de sinalização, fornecem o estímulo para que a célula saia de G1 e se 
prepare para entrar em S. Desse modo, a célula permanece durante G1 em um 




mitótico extracelular que sinalize a saída de G1(EKHOLM; ZICKERT; REED, 2001). 
Ao fim de G1 após o momento definido como ponto de restrição, o sistema que 
regula a progressão do ciclo torna-se independente da sinalização extracelular, 
passando a ser controlado por mecanismos intracelulares que envolvem a 
sequencial ativação de uma família de proteínas chamadas quinases dependentes 
de ciclinas- CDKs (PARDEE, 1974) (Figura 9). A atividade dessas enzimas é 
dependente da associação com uma subunidade reguladora positiva pertencente à 
famila das ciclinas, formando um complexo catalítico ciclina-CDK ativo. Os 
complexos ativos por sua vez atuam sobre macromoléculas centrais do sistema de 




Figura 9: Esquema com as fases do ciclo celular e regulação pelas ciclinas-CDKs.  
Fonte: CHIU & DAWES (2012). 
 
No contexto da proliferação celular, o gene da QSOX1 foi inicialmente 
identificado em bibliotecas de fibroblastos em quiescência celular (COPPOCK et al., 
2000, 1993). Nestes trabalhos, foi demonstrado que QSOX1 era positivamente 
regulada em células com parada de crescimento induzido por contato celular, ou 
seja, na fase G0, mas não por inibidores farmacológicos do ciclo, como lovastatina 
(que induz parada em G1) ou afidicolina (que bloqueia a síntese de DNA). A parada 
de crescimento, induzida por baixas concentrações de soro, mas sem contato célula-




célula altera a expressão da QSOX1. Células desaderidas dos frascos sejam por 
digestão com tripsina como por scrapers induzem a expressão do gene, e as células 
com maior expressão levam mais tempo para re-aderirem (COPPOCK et al., 2000, 
1993).  
Considerando que (i) a QSOX1 é uma proteína cujas funções fisiopatológicas 
ainda são desconhecidas, (ii) a QSOX1 parece regular o ciclo celular, e (iii) que a 
regulação da atividade (JANISZEWSKI et al., 2005) e da expressão (FERNANDES 
et al., 2009) da NADPH oxidase vascular depende de tiol-oxiredutase PDI, 
postulamos que a QSOX1, uma tiol oxidase, participe do processo de formação da 

























2.1 Objetivo Geral 
 
O objetivo geral desse trabalho foi investigar a participação da proteína QSOX 
em eventos proliferativos e migratórios e dessa maneira analisar o possível papel 
dessa proteína na formação da neointima durante o processo de reestenose em 
carótidas de ratos lesadas com cateter balão. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
• Avaliar o efeito da superexpressão de QSOX1 na migração, proliferação de 
células musculares lisas in vitro.  
• Determinar o efeito do silenciamento da QSOX1 por meio de RNAi na 
migração, proliferação de células musculares lisas in vitro;  
• Verificar o curso da lesão com catéter balão em carótida de rato;  
• Investigar e quantificar a presença da QSOX1 na neoíntima de rato;  
• Realizar o “knockdown” de QSOX1 por RNAi em carótida de rato lesada com 
catéter balão; 
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Quiescin sulfhydryl oxidase 1 (QSOX1, EC 1.8.3.2) is a flavoenzyme largely 
present in the extracellular milieu whose physiological functions and substrates are 
not known. QSOX1 has been implicated in the regulation of tumor cell survival, 
proliferation and migration, in addition to extracellular matrix (ECM) remodeling. 
However, data regarding other pathophysiological conditions are still lacking. Arterial 
injury by balloon catheteris anestablished model of post-angioplasty restenosis. This 
technique induces neointima formation due to migration and proliferation of vascular 
smooth muscle cells (VSMC), followed by ECM synthesis and remodeling. Here, we 
show that QSOX1 knockdown inhibited VSMC migration and proliferation. In 
contrast, QSOX1 overexpression stimulated these processes. In addition, 
extracellular sulfhydryl oxidase activity was found to mediate the pro-migratory but 
not the pro-proliferative role of QSOX1, as measured following the incubation of 
VSMC with active or inactive recombinant QSOX1. To recapitulate in vivo VSMC 
pathophysiology, balloon-induced arterial injury was performed, promoting neointima 
formation due to VSMC migration/proliferation, followed by ECM synthesis and 
remodeling. The expression of QSOX1 in the neointimal layer of balloon-injured rat 
carotids was high and peakedat 14 days post-injury. In vivo QSOX1 knockdown led 
to a significant decrease in PCNA expression at day 14 post-injury and a decreased 
intima/media area ratio at day 21 post-injury, compared with scrambled siRNA 
transfection. In summary, our findings demonstrate that extracellular QSOX1 induces 
vascular smooth muscle cell (VSMC) migration and proliferation in vitro and 
contributes to neointima thickening in balloon-injured rat carotids. 
Highlights: 
Extracellular QSOX1 induces migration and proliferation of VSMC. 
Migration of VSMC depends on the sulfhydryl oxidase activity of the exogenous 
QSOX1. 
In vivo QSOX1 knockdown inhibits neointima growth in rat carotid. 
 
Keywords: quiescin sulfhydryl oxidase; hydrogen peroxide; cell proliferation; cell 






Quiescin sulfhydryl oxidase 1 (QSOX1) is a flavin-linked sulfhydryl oxidase that 
localizes to the ER/Golgi apparatus (MAIRET-COELLO et al., 2004; THORPE et al., 
2002) or the extracellular milieu (AMIOT et al., 2004; BENAYOUN et al., 2001; 
COPPOCK et al., 2000; HOOBER et al., 1996; JAJE et al., 2007b; SIMPER et al., 
2010; THORPE et al., 2002; ZANATA et al., 2005). QSOX1 exists in two isoforms 
that are produced by alternative splicing (RADOM et al., 2006). The short QSOX1, 
the most abundantly expressed isoform (COPPOCK; THORPE, 2006), is secreted 
(BENAYOUN et al., 2001; MATSUBA et al., 2002; ZANATA et al., 2005), while the 
long isoform is a transmembrane protein (CHAKRAVARTHI et al., 2007) that was 
recently demonstrated to be proteolytically cleaved to a soluble and secreted variant 
(RUDOLF; PRINGLE; BULLEID, 2013). Due to the extracellular localization of 
QSOX1, roles related to extracellular matrix (ECM) remodeling or extracellular 
protein assembly have been attributed to this protein (COPPOCK; THORPE, 2006). 
Indeed, the requirement for QSOX1 activity to incorporate laminin trimer into the 
ECM, providing a functional surface, was shown (ILANI et al., 2013). In addition, 
extracellular QSOX1 has been associated with tumor progression (ANTWI et al., 
2009; KATCHMAN et al., 2013; OUYANG et al., 2005; SOLOVIEV et al., 2013; 
SONG et al., 2010) due to the activation of cellular proliferation and matrix 
metalloproteinases (MMP) (KATCHMAN et al., 2011, 2013). In contrast, previous 
studies have demonstrated that QSOX1 negatively regulates cell cycle progression 
(COPPOCK et al., 2000, 1993; HELLEBREKERS et al., 2007; MUSARD et al., 
2001). However, despite such findings, data regarding the physiological substrates 
and roles of QSOX1 remain scarce. 
Recently, a role for QSOX1 in the cardiovascular system has emerged. It has 
been found in the supernatant of aortic smooth muscle cells (SMC) and smooth 
muscle progenitor cells with proteomic approaches (SIMPER et al., 2010) and in the 
necrotic areas of atherosclerotic plaques (DE ANDRADE et al., 2011), and it has 
been described as a possible marker of heart failure (MEBAZAA et al., 2012). 
Additionally, protein disulfide isomerase (PDI), which cooperates with QSOX1 during 
protein folding and isomerization (RANCY; THORPE, 2010), regulates the activity of 




vascular repair after balloon injury (LEE et al., 2009; SZOCS, 2002). Arterial injury by 
balloon catheter induces neointima formation followed by constrictive remodeling, as 
primarily determined inexperimental models of restenosis (FERNS; AVADES, 2000; 
JACKSON, 1994). It is widely accepted that medial SMC respond to injury, 
immediately proliferating and migrating to the intima. There, neointimal cells continue 
proliferating, reaching a maximum rate between 4 and 7 days post-injury (CLOWES 
et al., 1989). The resulting neointima prominently appears at day 14, after which 
ECM remodeling takes place (BATCHELOR; ROBINSON; STRAUSS, 1998), while 
proliferation and migration cease (FERNS; AVADES, 2000; LEITE et al., 2004). 
Because neointima thickening is mediated by cell migration, cell proliferation 
and ECM synthesis/remodeling, we postulated that QSOX1 might have a role in this 
process. Our findings demonstrate that extracellular QSOX1 induces vascular 
smooth muscle cell (VSMC) migration and proliferation in vitro and contributes to 




















MATERIAL AND METHODS 
 
VSMC culture- Aortas were obtained from male Wistar rats weighing 250 g. Arteries 
were dissected and rinsed with PBS containing antibiotics and fungicide. The media 
layer was then cut into 1-mm2fragments. These explants were plated with their 
luminal surfaces facing upward in a 35-mm culture dish and covered with 0.5 mL high 
glucose DMEM (Life Technologies) containing 20% fetal calf serum (Life 
Technologies) and 40 mg/LGaramycin® (Schering-Plough). After migration, VSMC 
were detached with trypsin and subcultured. VSMC identity was confirmed by 
immunofluorescence with anti-smooth muscle actin (Sigma-Aldrich). Cells in 
passages 3-7 were assayed (MCMURRAY; PARROTT; BOWYER, 1991). This 
protocol was approved by the Research Ethics Committee (CEUA) of the Biological 
Sciences Building, protocol number 412/2009. 
 
QSOX1 knockdown and overexpression in VSMC -QSOX1-specific siRNA (targeting 
both QSOX1 transcripts) and scrambled siRNA duplexes (Stealth RNAi™, Invitrogen) 
were designed with Block-iTRNAi Designer. Sense sequences corresponding to the 
QSOX1 (which knockdown both QSOX1 isoforms) and scrambled duplexes were         
5’-UGGAGCCUGCCAAGCUGAAGGAUAU-3’ and 5’-
UGGCCGUCCAACGGUAAGGAGUAU-3’, respectively. QSOX1 knockdown was 
achieved by transfecting VSMC with 50 nM QSOX1 siRNA or scrambled siRNA 
duplexes using Oligofectamine (Invitrogen). Cells (10-25 × 103cells/cm2) were 
transfected in OptiMEM (Life Technologies) for 4h, after which the transfection 
medium was replaced by complete medium. For QSOX1 overexpression, VSMC 
(106) were resuspended in 0.4 mL OptiMEM and electroporated with 10 µg of 
QSOX1-pCR3.1 (BENAYOUN et al., 2001), corresponding to the short secreted 
isoform, or empty pCR3.1 (mock) plasmid in a GenePulserXCellelectroporation 
device (BioRad). The electroporation settings were: 300 V, 500 µF and a resistance 
of infinity at exponential decay. Cells were kept at room temperature for 30 minutes 
and then plated to recover. Twenty-four hours later, they were seeded at a specific 





Recombinant QSOX1 production and activity- Recombinant wild type short isoform 
QSOX1 (herein referred to as mQSOX1) was produced as previously described 
(PORTES et al., 2008). The mutant inactive enzyme (HECKLER et al., 2008b) 
(herein referred to as mQSOX1C452S) was obtained by mutating the wild type 
construct using Megaprimer PCR method (KUSMA et al., 2008).A first PCR round 
was performed to produce a megaprimer with a site-directed mutation using the 
forward primer 5’-CTTCTTTGGCAGTCGTGACTGTGC-3’ (nucleotide substitution 
underlined) and the reverse primer 5’-ATC GTC ATA 
GACTCTTCTTGAAAGCTTGGG-3’ (HindIII site underlined). The second PCR round 
was performed with the purified megaprimer (306bp) as the reverse primer and 5’-
GGGGTACCTACTCGTCCTCTGAC-3’as the forward primer (KpnI site underlined). 
The mutant amplicon was doubled-digested with KpnI and HindIII, and the purified 
insert was cloned into the pET32a vector (Novagen). Proteins concentrations were 
determined using ε456nm =12.5 mM
-1 × cm-1 (HECKLER et al., 2008a).Dithiothreitol 
oxidase activity was determined as previously described (RAJE; GLYNN; THORPE, 
2002). While the wild type QSOX1 produced an average activity of 123nmol 
H2O2/min/mg protein, the mutant protein was completely inactive, as measured 
before each assay. 
 
Migration assays- The wound migration assay was performed as previously 
described (NALIWAIKO et al., 2008). Briefly, 105 cells were plated in 6-well plates. 
After the transfections, a P-200 pipette tip scraped the dish surface to generate a 
“wound”. Cells were then cultivated in DMEM with 0.1% fetal calf serum. After 24, 48 
and 72 h, cells were gently rinsed with PBS and photographed. Migration was 
calculated as migration distance. For this purpose, the difference in the distance 
between the edges of a scratch at the indicated times in relation to the distance 
measured at time 0 was calculated. In some assays, mQSOX1 or mQSOX1C452S 
recombinant proteins (50 nM) were added immediately after transfection with siRNA 
for the indicated times. Cell migration was also assessed using a transwell system 
with 8-μm pores (Corning). VSMC (5 x 105) were seeded in the upper chamber. 
DMEM containing 20 ng/mL PDGF-BB (Sigma-Aldrich) or 10% fetal calf serum was 




cells on the upper surface were removed by gentle wiping with a cotton swab, while 
migrating cells were counted in a hemocytometer (ZHU et al., 2011). 
 
Proliferation assay - Cells (5 x 104) were plated in 96-well microplates (TPP). Twenty-
four, 48 and 72 h after transfection, cells were collected and analyzed by crystal 
violet staining as described (BORGES et al., 2013). In some assays, mQSOX1 or 
mQSOX1C452S recombinant proteins (5 or 50 nM) were added immediately after 
transfections with siRNA or plasmids for the indicated times. 
 
Cell viability – Cell viability was assessed with an MTT assay, as previously 
described (BORGES et al., 2013). 
 
Quantitative PCR -Total RNA was extracted from 105 VSMC using the Invitrap Spin 
Cell RNA Mini Kit (Invitek) according to the manufacturer’s protocol. Complementary 
DNA was synthesized from 50 ng total RNA, after treatment of RNA with DNAse. 
Relative mRNA expression levels were determined using hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase (HPRT) as a housekeeping gene and the 2-ΔΔCTmethod. 
Reactions were performed ina Rotor-Gene 6000thermocycler (Corbett) usinga SYBR 
Green PCR Kit (Qiagen). The QSOX1 primers (which detected both QSOX1 
isoforms) were: forward 5’-TGCATTCCATAAACGATTGG-3´ and reverse 5´-
GAAGTGGAAGAGGACCCACA-3´. The HPRT primers were: forward 5´-
CAGGCCAGACTTTGTTGGAT-3´ and reverse 5´-TCCACTTTCGCTGATGACAC-3´. 
All primers were validated with the 2-ΔΔCTmethod (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 
 
SDS-PAGE and immunoblotting - Cells (5 x 105) were plated in 100-mmdishes 
(TPP). At 24, 48 and 72 h after transfection, cells were lysed (10 mMTris-HCl pH 7.4 
containing 5 mM EDTA, 150 mMNaCl, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1% deoxycholate 
and a protease inhibitor cocktail(Roche)) for 15 min at 4°C. After centrifugation 




determined with Bradford reagent (BioRad). Proteins were separated on a 10% SDS-
PAGE gel and electroblotted onto a nitrocellulose membrane. Membranes were 
blocked with 5% skim milk. The antibodies used were rabbit polyclonal anti-PCNA 
(1:200, Dako), mouse monoclonal anti β-actin (1:1000, Sigma), anti-rabbit IgG 
coupled to HRP (1:1000, Sigma-Aldrich) and anti-mouse IgG coupled to HRP 
(1:5000, Sigma-Aldrich). Reactions were developed with a WestPico or Femto 
chemiluminescence kit (Pierce) and bands were detected on autoradiography films 
(Thermo).  
 
Determination of quiescence by fluorescence analyses - Cells (104) were harvested, 
washed twice with PBS and stained with 5 µg/ml Hoechst 33342 solution for 45 min 
at 37 °C and then with 100 µg/ml pyronin Y for 10 min (CUNHA et al., 2012; 
SHAPIRO, 1981). Fluorescence (λexc=350 nm, λem=461 nm andλexc=488 nm, λem=550 
nm for Hoechst 33342and pyronin Y, respectively) was measured in a microplate 
reader (TECAN Infinity), and the relative RNA quantity was calculated with the 
pyronin Y/Hoechst 33342 fluorescence ratio. 
 
Brefeldin A assay - Cells (5 x 105) were plated in 100-mmdishes (TPP), transfected 
with siRNA duplexes and treated with 2.5 µg/mL brefeldin A (BFA) for 24, 48 and 72 
h (FUJIWARA et al., 1988). Cells were washed and analyzed by crystal violet assay. 
 
Balloon injury in rat carotid artery -Male Wistar rats weighing between 250-300 g 
were obtained from the facility at the Universidade Federal do Paraná (UFPR). 
Animals were anesthetized with an intraperitoneal injection of 100 mg/kg ketamine 
hydrochloride (Syntec) and 5 mg/kg xylazine hydrochloride (Syntec). Endothelial 
denudation and intimal lesion of the left carotid artery were performed with a balloon 
embolectomy catheter (2F Fogarty, Edwards Lifesciences) as previously described 
(ACCORSI-MENDONÇA et al., 2004). Briefly, the catheter was inserted through the 
external carotid artery to the common carotid artery, inflated with 0.2 mL saline and 




This procedure was performed three times. Some animals were anesthetized and 
underwent the procedure without the use of the balloon catheter (sham-operated). 
Following balloon angioplasty, animals were kept warm, and 0.1 mg/kg scopolamine 
butylbromide plus 5 mg/kg dipyrone (Boehringer Ingelheim) was administered. This 
protocol was approved by the Research Ethics Committee (CEUA) of the Biological 
Sciences Building, protocol number 412/2009. 
 
siRNA in vivo transfection–A 10µg aliquot of siRNA duplex (sequences above) was 
dissolved in 100 µL of a 30% (m/v) pluronic gel (Sigma-Aldrich) solution and 
perivascularly delivered into the rat carotid artery immediately after injury (WANG et 
al., 2009). The transfection controls were performed with 10 µg of a control siRNA 
labeled with TyE (IDT) or 10 µg of pEGFP-C1 (Clontech). 
 
Immunohistochemistry (IHC) and histochemistry- Sham-operated, injured and 
injured/transfected carotids were collected at 7, 14 and 21 days after balloon catheter 
injury. Next, 5-µm-thick sections of each specimen were subjected to 
immunohistochemistry at the same time as previously described (PORTES et al., 
2008) with the following polyclonal antibodies: anti-QSOX1 (ZANATA et al., 2005), 
anti-GFP (a kind donation of Dr. Stenio Perdigão, ICC, Curitiba, Brazil) and anti-
PCNA (Santa Cruz Biotechnology). Immunoreactions were developed with a 
peroxidase mouse and rabbit kit (Diagnostic BioSystems) using 3,3´-
diaminobenzidine (DAB) as a chromogen (Diagnostic BioSystems). QSOX1 
expression was quantified by densitometry in 6 random fields of the same section per 
animal using ImageJ software. For histochemistry assays, tissue sections were 
stained with Weigert Van Gieson. Images were acquired using an AxioImager Z.2 
slide scanner microscope (Zeiss, Germany) controlled by Metafer 4-VSlide software 






Statistical analysis- The in vitro results represent the mean ± S.D. of at least 3 
independent experiments. The in vivo data are presented as the mean ± S.E of at 
least 3 rats. The exact N in each experiment is described in the figure legends. 
Statistical analyses were performed using a single-mean Student’s t-test. Graphs 
were generated using the GraphPad Prism 6 software program. For all analyses, 




























The role of QSOX1 in VSMC proliferation and migration was studied in primary 
cultures of rat aortic SMC transfected with QSOX1siRNA or with the pCR3.1QSOX1 
plasmid. Although our anti-QSOX1 lost its reactivity in western blotting assays, we 
demonstrated the differential QSOX1 expression by RT-qPCR. By comparing 
QSOX1 mRNA expression with corresponding controls, knockdown of approximately 
50% was achieved 24 h after siRNA transfection and slowly decreased through 48 
and 72 h (Fig.1A), while 280% overexpression was achieved after 24 h, decreasing 
to 150% after 48 h (Fig.1B). We then tested whether QSOX1 knockdown or 
overexpression would interfere with cell viability, as measured by mitochondrial 
metabolism. With the exception of the time point 72 h after pCR3.1QSOX1 plasmid 
transfection, compared with the mock control, no significant alteration was observed 
(Fig. 1C, D). Overall, this result indicates that modulation of QSOX1 expression is not 
associated with cell death. 
 
Extracellular QSOX1 has pro-migratory properties in VSMC 
  
Migration was analyzed with the scratch method and with the transwell assay. 
QSOX1 siRNA-transfected VSMC exhibited a decreased migration rate compared to 
scrambled siRNA-transfected cells as determined in the scratch assay, for all times 
analyzed (Fig. 2A). Accordingly, QSOX1 overexpression led to an increased 
migration rate compared with the mock control (Fig. 2B). These overexpression data 
reinforce the idea that siRNA effects do not result from off-target effects because 
they are complementary to the knockdown results. The hypothesis that we were 
measuring cell proliferation instead of cell migration was excluded, as VSMC did not 
proliferate when cultivated with 0.1% fetal calf serum for72 h as measured in the 
crystal violet assay (data not shown). Migration through transwells confirmed the 
scratch results. Here, chemotaxis was performed with 10% fetal serum or 20 ng/mL 
PDGF, a classical chemoattractant agent for VSMC (Fig. 2C, D). These results show 
that QSOX1 has a pro-migratory effect on VSMC. 
The most abundant isoform of QSOX1, the short isoform, is reported to be 




2002; ZANATA et al., 2005). In addition, the proteolytic cleavage of the long isoform, 
which produces a secreted active version of QSOX1, was recently reported 
(RUDOLF; PRINGLE; BULLEID, 2013). Thus, we asked whether the pro-migrative 
effect of QSOX1 was due to the secreted isoform, implying an extracellular role. To 
this end, we suppressed QSOX1 expression and incubated these cells with 
mQSOX1 or mQSOX1C452S (Fig. 3). Fifty nanomolar mQSOX1induced migration of 
QSOX1 siRNA-transfected VSMC for all time points analyzed compared with non-
stimulated cells, i.e., QSOX1siRNA-transfected VSMC cultivated in the absence of 
mQSOX1. In contrast, the recombinant inactive enzyme mQSOX1C452S had no 
effect (24 and 72 h) or inhibited migration compared with the non-stimulated cells at 
48 h (Fig. 3). Similar results were obtained when the recombinant enzymes were 
incubated with scrambled siRNA-transfected VSMC. Efficiency analysis of both 
recombinants in promoting cell migration was statistically performed and showed that 
the wild type recombinant was significantly more efficient in promoting cell migration 
than the mutant enzyme for all conditions studied (Fig. 3). These findings show that 
QSOX1 induces VSMC migration and that this process is dependent on the 
extracellular sulfhydryl oxidase activity of the enzyme. This extracellular activity is 
probably derived from a combination of both the amount of mQSOX1 and the 
endogenous QSOX1 that is being secreted into the media. 
 
Extracellular QSOX1 has pro-proliferative properties in VSMC 
  
Proliferation was assessed with crystal violet staining. QSOX1 siRNA treatment 
induced a significant decrease in cell proliferation compared with the scrambled 
control, for all time points measured (Fig. 4A). Consistent with this observation, 
QSOX1 overexpression produced significant increases in the proliferation of 
pCR3.1QSOX1-transfected cells (Fig. 4B). Additionally, QSOX1 expression 
paralleled the expression of PCNA, a marker of cell proliferation (Fig. 4C, D). Overall, 
these results demonstrate that QSOX1 expression is associated with cellular 
proliferation. Previous reports indicated that the expression of QSOX1 was 
associated with cellular quiescence, but recent studies have shown that QSOX1 
knockdown inhibits both proliferation and migration of breast (KATCHMAN et al., 




(in G0 state) have less cellular RNA than cycling cells (SHAPIRO, 1981), we 
determined the relative amount of cellular RNA in the cells. The results indicated that 
the amount of RNA was lower when QSOX1 expression was inhibited and higher 
when QSOX1 was overexpressed (Fig.4E, F). These data indicate that QSOX1 
expression is not associated with the G0 state in VSMC. 
To investigate whether the proliferative effect was due to extracellular QSOX1, 
we incubated QSOX1 siRNA-transfected VSMC with recombinant wild type 
mQSOX1.Treatment with 5nM mQSOX1 significantly stimulated proliferation in 
QSOX1 siRNA-transfected VSMC only 24h after exposure. However, 50 nM 
mQSOX1 significantly increased proliferation of QSOX1 knockdown cells 24, 48 and 
72h after transfection, indicating concentration-dependent mitogenic stimulation (Fig. 
5). This result indicates that extracellular QSOX1 induces proliferation. Interestingly, 
when QSOX1 expression was not suppressed by siRNA, incubation with both 5 and 
50 nM mQSOX1 induced significant proliferative effects for all time points analyzed 
(Fig. 5). The fact that the proliferative effects were more intense in scrambled siRNA-
transfected cells compared withQSOX1siRNA-transfected cells indicates that 
endogenous secreted QSOX1 also contributed to the proliferative effect. When 
VSMC were treated with brefeldin A, a drug that blocks protein secretion by 
disrupting ER-Golgi traffic, proliferation was inhibited as measured with the crystal 
violet assay (data not shown). Although brefeldin A has multiple targets and even 
induces cell growth arrest, this may be a result of the blockage of QSOX1 secretion. 
To investigate whether this extracellular trigger of proliferation by QSOX1 was 
dependent on the sulfhydryl oxidase activity of the extracellular protein, we incubated 
scrambled siRNA- and QSOX1 siRNA-transfected VSMC with mQSOX1C452S. The 
results obtained were very similar to those obtained with mQSOX1. The mutant 
protein stimulated the proliferation of VSMC, with or without QSOX1 knockdown, 
significantly at 50 nM (Fig. 5). As 50 nM provided clearer results, the efficiency of 50 
nM recombinant protein in promoting proliferation was compared in QSOX1 siRNA- 
and in scrambled siRNA-transfected cells. Although we found a slightly higher 
efficiency for the wild type recombinant in comparison with the mQSOX1C452S at 24 
and 48 h, the difference was statistically significant only at 24 h (statistical analysis 
not depicted in Fig.5). Thus, under our experimental conditions, the proliferative 




on its sulfhydryl oxidase activity. 
 
Contribution of QSOX1 to neointimal growth in balloon-injured rat carotid  
  
To investigate the clinical implications of QSOX1 in VSMC, we analyzed arterial 
injury by balloon catheter, a more complex model of vascular disease. Injury by 
balloon catheter in rat carotids led to intimal hyperplasia, with a prominent neointimal 
layer observed 14 days after the lesion (Supp. Fig. 1). We then analyzed QSOX1 
expression by immunohistochemistry. The results indicated that the medial layer 
expressed a constant low level of QSOX1 through 21 days post-injury. In the 
neointimal layer, QSOX1 expression increased until 14 days after lesion, when it is 
maximal, after which it decreases (Fig. 6). Therefore, in contrast with QSOX1 present 
in media, QSOX1 in the neointima might play a role in neointimal growth. Thus, we 
next asked whether decreased QSOX1 expression would interfere with the 
development of the neointima. We employed pluronic gel to perform an in vivo 
transfection of siRNA and knockdown QSOX1 expression in the injured carotid. The 
efficiency of this method was validated by analyzing the transfection of a fluorophore-
labelled siRNA and of GFP expression in the rat carotid 48 h after transfection of a 
plasmid bearing the GFP gene. The results indicated that siRNA-TyE (data not 
shown) and the perivascularly-delivered plasmid reached the medial cells (Supp. Fig. 
2). Transfection of siRNA specific for the QSOX1 gene immediately after the balloon 
injury induced decreased QSOX1 protein expression by approximately 50% at days 
14 and 21 compared with the scrambled siRNA (Fig. 7). Thus, pluronic  gel-mediated 
siRNA  transfection provided sustained QSOX1 knockdown in vivo, as previously 
described (WANG et al., 2009). Finally, analysis of the neointima/media area ratio 
demonstrated that this ratio was significantly decreased by~30% after QSOX1 
knockdown in injured arteries at day 21 compared with the scrambled control (Fig. 8). 
As neointima growth is a result of VSMC migration, proliferation and matrix secretion, 
we assessed whether decreased expression of QSOX1 inhibited cell proliferation. 
Indeed, the neointimal expression of PCNA was highly inhibited (70% compared with 
the scrambled control) in the nuclei of QSOX1 knockdown carotids at day 14. 
Interestingly, at this time, PCNA expression was maximal in the scrambled control 




actively dividing on day 14 (Fig. 9). Collectively, these data demonstrate that QSOX1 




To investigate the role of QSOX1 in VSMC, we first modulated its expression by 
QSOX1 siRNA or QSOX1 plasmid.   
Our in vitro results clearly demonstrate that QSOX1 knockdown inhibits VSMC 
migration, while QSOX1 overexpression enhances it. These results are in agreement 
with recent findings (KATCHMAN et al., 2011, 2013) demonstrating that QSOX1 
knockdown inhibits tumor cell invasion. Migration is one step of the invasion process, 
and those authors proposed that QSOX1 post-translationally activates MMP-2 and 
MMP-9. Although here we did not investigate the mechanisms underlying the pro-
migratory role of QSOX1 in VSMC, some hypotheses, in addition to that reported 
(KATCHMAN et al., 2011, 2013), can be proposed. Given that the pro-migratory 
function depends on sulfhydryl oxidase activity, QSOX1 may introduce disulfide 
bonds in extracellular substrates such as ECM proteins or exofacial thiol proteins, 
triggering migration. The importance of the ECM in cell adhesion and migration is 
well known, and ECM dysfunction underlies vascular pathologies (BATCHELOR; 
ROBINSON; STRAUSS, 1998; LEMARIÉ; THARAUX; LEHOUX, 2010; RODRÍGUEZ 
et al., 2008; SIEFERT; SARKAR, 2012). Indeed, while our work was in progress, the 
Fass group demonstrated that QSOX1 knockdown in WI38 fibroblasts led to a 
decreased number of cells in the monolayer compared with scrambled control 
fibroblasts (ILANI et al., 2013). The addition of active recombinant QSOX1 prevented 
this effect, while the inactive mutant did not. The interpretation of these results was 
that QSOX1 knockdown impairs the adhesive capacity of the fibroblasts by limiting 
the incorporation of laminin into the ECM, a process supported by extracellular 
QSOX1 activity (ILANI et al., 2013). Exofacial thiol proteins may also be targets of 
QSOX1, as some of these contain redox-regulated cysteine residues (JIANG et al., 
1999; LARAGIONE et al., 2003; MATTHIAS et al., 2002; SAHAF et al., 2003), which 
can regulate cell functions (LARAGIONE et al., 2003; MATTHIAS et al., 2002). 




intracellular redox signaling, mimicking that triggered by PDGF (SUNDARESAN et 
al., 1995b), leading to VSMC migration (for a review, see (SAN MARTÍN; 
GRIENDLING, 2010).  
Additionally, here we also showed that QSOX1 has a pro-proliferative role in 
VSMC. While QSOX1 knockdown leads to a decreased number of cells compared 
with the scrambled control, QSOX1 overexpression increases the amount of VSMC 
24 h after siRNA transfection. One could interpret this finding as indicating that 
QSOX1 is pro-survival, as has already been described for PC12 cells (MOREL et al., 
2007) or similar to the small sulfhydryl oxidase ALR in hepatocytes 
(THIRUNAVUKKARASU et al., 2008). However, compared with the scrambled 
control, QSOX1 knockdown also promoted decreased PCNA expression and 
decreased relative RNA content in VSMC, indicating that suppression ofQSOX1 
expression results in less cell cycle activity. In agreement with this, QSOX1 
overexpression led to increased PCNA expression and increased RNA content. 
Collectively, these data support the concept that QSOX1 is mitogenic, stimulating the 
entrance of VSMC into the cell cycle. QSOX1 upregulation has long been associated 
with a reversible quiescent state in several cell lines, such as WI38 fibroblasts 
(COPPOCK et al., 2000, 1993), endothelial cells (COPPOCK et al., 2000; 
HELLEBREKERS et al., 2007) and endometrial cells (MUSARD et al., 2001). 
However, more recent data have shown that QSOX1 expression may also be 
positively correlated with prostate (OUYANG et al., 2005; SONG et al., 2010), 
pancreas (ANTWI et al., 2009) and breast (KATCHMAN et al., 2013; SOLOVIEV et 
al., 2013) tumor progression, likely because expression of QSOX1 promotes tumor 
cell proliferation and invasion (KATCHMAN et al., 2011, 2013), which is in agreement 
with our findings. The fact that proliferation did not appear to depend on sulfhydryl 
oxidase activity suggests that QSOX1 could be acting as a growth factor, similar to 
ALR, which binds to a receptor to trigger mitogenic signaling (WANG et al., 1999). So 
far, the mechanism underlying QSOX1-induced mitogenesis remains completely 
unknown. Thus, it seems that QSOX1 promotes VSMC proliferation and migration 
but in an independent manner. In vivo, it has already been demonstrated that VSMC 
proliferation and migration after balloon injury are independent processes (CLOWES; 
SCHWARTZ, 1985).  




formation, as QSOX1 knockdown via siRNA delivery immediately after carotid injury 
induces a significant decrease in neointima thickness at day 21. Neointimal growth is 
a complex process, requiring the activity of countless molecules (FERNS; AVADES, 
2000). Therefore, it is not unexpected that the knockdown of a single protein does 
not completely block such a process but rather impairs it. In agreement with this, 
QSOX1 knockdown led to decreased expression of PCNA in neointimal cells at day 
14 compared with scrambled siRNA-transfected injured artery, indicating that QSOX1 
controls cell proliferation, either directly or indirectly. Because QSOX1 expression 
within the media layer was not altered by 21 days after lesion formation, the initial 
migration and/or proliferation of medial VSMC to the intima is most likely induced by 
factors other than QSOX1, such as PDGF, bFGF, other growth factors or other 
cytokines. Indeed, it was previously shown that PDGF stimulates SMC proliferation 
and migration during the first 7 days after endothelial denudation (JAWIEN et al., 
1992). Our results revealed that cells forming the early neointimal layer express 
QSOX1 at day 7, and this expression peaks at day 14.Therefore, we suggest that 
between 7 and 14 days post-injury, neointimal-secreted QSOX1 induces medial cell 
migration to the intima and proliferation and then activates neointimal cell 
proliferation in an autocrine manner, as described for ALR in hepatocytes (LI et al., 
2001). Thus, the role of QSOX1 in neointimal growth is not immediate; rather, it is 
associated with its expression by neointimal cells. Suppression of QSOX1 expression 
by these cells inhibits VSMC migration and proliferation primarily at days 7 and 14, 
leading to an observable and significantly reduced intima/media area ratio only at day 
21. 
In conclusion, our in vitro and in vivo results provide clear evidences that 
QSOX1 positively regulates proliferation and migration of VSMC, thus contributing to 
neointima growth induced by balloon injury. Importantly, the relatively modest extent 
of the effects promoted by QSOX1 knockdown implies that QSOX1 does not play 
solitary roles in proliferation and migration but rather collaborates with other 
molecules in such processes. Therefore, our data indicate novel roles for QSOX1 in 
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FIGURE 1. Effects of QSOX1 knockdown and overexpression on VSMC. QSOX1 
mRNA expression in scrambled or QSOX1 siRNA-transfected (A) and in mock or 
pCR3.1QSOX1-transfected (B) VSMC were evaluated at 24, 48 and 72 h post-
transfection. mRNA levels were quantified by quantitative PCR using the 2-ΔΔCt 
method. Cell viability was assessed by an MTT assay in scrambled and QSOX1 
siRNA-transfected (C) or in mock and pCR3.1QSOX1-transfected (D) cells at 24, 48 
and 72 h after transfection. Graphical data corresponds to the mean± SD of at least 3 
independent experiments. Statistically significant differences (*p<0.05, **p<0.01, 







FIGURE 2. Effects of QSOX1 knockdown and overexpression in VSMC 
migration. Cell migration was assessed by scratch (A, B) and transwell (C, D) 
assays in scrambled and QSOX1 siRNA-transfected (A, C) and in mock and 
pCR3.1QSOX1-transfected (B, D) cells at 24, 48 and 72 h after transfection. 
Migration was calculated as the difference in the distance between the edges of a 
scratch at the indicated times in relation to the distance measured at time 0. In the 
transwell assay, migration was calculated as the number of cells attracted by 10% 
fetal calf serum or by 20 ng/mL PDGF. Data shown correspond to the mean± SD of 
at least 3 independent experiments. Statistically significant differences (*p<0.05, 








FIGURE 3. Effect of exogenous extracellular recombinant QSOX1 in VSMC 
migration. Scrambled or QSOX1 siRNA-transfected cells were treated with 50 nM 
wild type mQSOX1 or the inactive recombinant QSOX1 mutant mQSOX1C452S or 
were left untreated. After 24, 48 or 72 h of treatment, migration was assessed with 
the scratch assay. Data shown correspond to the mean± SD of at least 3 
independent experiments. Statistically significant differences (*p<0.05, **p<0.01, 













FIGURE 4. Effect of QSOX1 knockdown and overexpression in proliferative 
events in VSMC. Proliferation was assessed by crystal violet assay (A, B), PCNA 
expression by immunoblotting (C, D) and relative RNA content by pyronin Y 
(PY)/Hoechst 33342 fluorescence ratios (E, F) in scrambled and QSOX1 siRNA-
transfected (A, C, E) or in mock and pCR3.1QSOX1-transfected (B, D, F) cells at 24, 
48 and 72 h after transfection. Graphical data corresponds to the mean±SD of at 
least 3 independent experiments, whereas the immunoblotting data are 
representative of 3 independent assays. Statistically significant differences (*p<0.05, 





FIGURE 5. Effect of exogenous extracellular recombinant QSOX1 in VSMC 
proliferation. Scrambled or QSOX1 siRNA-transfected cells were treated with wild 
type mQSOX1 or with the inactive recombinant QSOX1mutant mQSOX1C452S at 5 
or 50 nM or were left untreated. After 24, 48 or 72 h of treatment, proliferation was 
assessed by crystal violet assay. Data shown correspond to the mean ± SD of at 
least 3 independent experiments. Statistically significant differences (*p<0.05, 












FIGURE 6. QSOX1 expression and quantification in rat carotids after balloon 
catheter injury. (A) Representative photomicrographs of catheter-injured (n=3) 
carotid sections immunostained with anti-QSOX1 at 7, 14 and 21 days after the 
injury. The carotid sections were photographed at 400x magnification. QSOX1 
expression was determined in neointima (B) and media (C) layers by densitometry in 
6 random fields/rat. The values represent the mean ± SE. Statistically significant 










FIGURE 7. QSOX1 expression in neointima after in vivo siRNA transfection in 
rat carotids. Immediately after balloon catheter injury, 10 g of scrambled (n=3) or 
QSOX1 (n=3) siRNA were delivered to the injured artery. At days 7, 14 and 21 after 
the injury, carotid sections were immunostained with anti-QSOX1, and QSOX1 
expression was quantified by densitometry in 6 random fields/rat. The values 














FIGURE 8. Effect of QSOX1 knockdown on the neointima/media area ratio. (A) 
Representative photomicrographs of scrambled (n=5) or QSOX1 (n=5) siRNA-
transfected injured carotid sections, stained with Weigert Van Gieson solution at 7, 
14 and 21 days after lesion. The carotid sections were photographed at 400 x 
magnification. Line indicates tunica media while dot indicates tunica intima or 
neointima. (B) Areas were measured with Image J software, and neointima/media 
area ratios were calculated. The values represent the mean ± SE. The statistically 







FIGURE 9. Effect of QSOX1 knockdown on PCNA expression in the neointima. 
(A) Representative photomicrographs of scrambled (n=3) or QSOX1 (n=3) siRNA-
transfected injured carotid sections immunostained with anti-PCNA at 7, 14 and 21 
days after the injury. The carotid sections were photographed at 400 x magnification. 
Line indicates tunica media, while dot indicates tunica intima or neointima. (B) PCNA 
expression was measured by densitometry in 6 random fields/rat with Image J 
software. The values represent the mean ± SE. The statistically significant difference 








SUPPLEMENTAL FIGURE 1. Neointimal hyperplasia after injury by balloon 
catheter in rat carotids. (A) Representative photomicrographs of sham (n=3) or 
catheter-injured (n=3) carotid sections stained with Weigert Van Gieson at 7, 14 and 
21 days after lesion formation. Line indicates tunica media, while dot indicates tunica 
intima (sham control) or neointima (catheter injury). (B) Neointima areas were 
measured using the Image J program in 6 random fields/rat. The values represent 









SUPPLEMENTAL FIGURE 2. Efficiency of in vivo transfection with pluronic gel. 
Carotids (n=2) were transfected with mock (A, B) or with a pEGFP (C, D) vector in a 
pluronic gel solution that was applied perivascularly. After 48 h, carotid sections were 
analyzed for GFP expression by green fluorescence (A, C) and by 
immunohistochemistry using anti-GFP (B, D). Nuclei were stained with DAPI (A, C) or 










4. RESULTADOS OBTIDOS APÓS ARTIGO 
 
Depois da obtenção dos resultados que estão descritos no artigo resolvemos 
investigar o mecanismo pela qual a QSOX1 induz a proliferação de VSMCs. Esse 
interesse surgiu a partir dos resultados que indicaram que QSOX1 promove a 
proliferação, de forma independente da atividade sulfidril oxidase. 
 
4.1 Materiais e Métodos 
 
4.1.1 Purificação das recombinantes em coluna de afinidade por LPS 
 
A purificação das proteínas recombinantes foi realizada primeiramente por 
cromatografia (resina de agarose) de afinidade a metal imobilizado (Ni2+-NTA 
(Quiagen), seguindo recomendações do fabricante. Após essa etapa os 
recombinantes foram passadas por uma coluna para retirada de LPS. Essa 
metodologia foi realizada exatamente igual descrito pelo fabricante Detoxi-Gel™ 
Endotoxin Removing Gel (Thermo Scientific). 
 
4.1.2 Atividade enzimáticas das proteínas recombinantes 
 
 
A atividade sulfidril oxidase da mQSOX1 e mQSOX1C452S foi determinada pelo 
método do ácido homovanílico/peroxidase de raiz forte (HVA/HRP) (RAJE, 2002), 
usando DTT concentraçoes entre parênteses (25 μM a 250 μM) como substrato. 
Uma curva padrão com diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio (0; 0,2; 
0,4; 0,8; 1,6 μM) foi feita a cada ensaio. A fluorescência da reação foi monitorada 
pelo fluorímetro Tecan i-control M-200, utilizando os seguintes parâmetros: emissão 








4.1.3 Ensaio de proliferação determinado pelo método de Cristal Violeta 
 
As células (5 x 104) foram plaqueadas em microplacas de 96 poços (TPP). Vinte 
e quatro, 48 e 72 h após o plaqueamento, as células foram recolhidas e analisadas 
por coloração com violeta de cristal tal como descrito (BORGES et al., 2013). Em 
alguns ensaios, as proteínas recombinantes ou mQSOX1 e mQSOX1C452S (5 ou 
50 nM) foram adicionados para os tempos indicados. A absorvância foi lida a 570 nm 
em um leitor de microplacas (BioRad, Hercules, CA, EUA). Em alguns ensaios, as 
células foram incubadas com 200 U / mL de CAT (Sigma-Aldrich, São Paulo, Bra-sil) 
e / ou 200 U / mL de Peg-CAT (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil). Como controle da 




Primeiramente, confirmamos que a proliferação era induzida pelas QSOX1 
recombinantes (mQSOX1 e mQSOX1C452S), e não por possível contaminação de 
LPS. Para isso, passamos as proteínas por uma coluna de remoção de LPS.  Isso 
devido ao fato dessa molécula interferir no processo de proliferação (LIN et al., 
2006).  
Após a retirada de LPS, refizemos os ensaios de proliferação por cristal violeta 







Figura 10: Células VSMC não carenciadas e tratadas com 5 e 50 nM de recombinantes. As 
células foram plaqueadas e tratadas com duas concentrações de recombinante selvagem (mQSOX1) 
e mutada (mQSOX1C452S) por 24, 48 e 72 horas. Após esse período foi realizado o ensaio de cristal 
violeta. Os * p<0,05 mostram a significância em relação a concentração das recombinantes. E todos 
os tratamentos são significativos em relação a célula que não tem recombinante (controle). 
FONTE: O autor (2014). 
 
Os resultados mostraram que a proliferação medida não era decorrente de 
contaminação por LPS, mas da presença de QSOX1, selvagem e mutada. Este 
resultado é reforçado pela dependência da concentração na resposta proliferativa. A 
atividade sulfidril oxidase não faz diferença nesse processo proliferativo, uma vez 
que não houve diferença na resposta proliferativa entre as duas proteínas 
recombinantes na mesma concentração. A atividade enzimática das duas 
recombinantes para QSOX1 estão mostradas na figura 11, e mostram o perfil 






Figura 11: Representação gráfica da produção de H2O2 pela oxidação de DTT pelas enzimas 
mQSOX1 e mQSOX1C452S. Perfil da emissão de fluorescência gerada da oxidação de DTT pelas 
enzimas selvagem e mutada (100 nM), em relação ao tempo (segundos). O ensaio de atividade 
sulfidril oxidase foi determinado pelo método de fluorescência contínua (Raje et al., 2002).  
FONTE: O autor (2014). 
 
Para avaliar se o efeito proliferativo induzido pelas QSOX1 era aumentado caso 
as células estivessem sincronizadas, carenciamos as células por 24 h com 0,1% de 
SFB. Após esse período adicionamos as recombinantes nas concentrações de 5 e 









Figura 12: Células VSMC carenciadas com 0,1% de SFB por 24 horas e tratadas com 5 e 50 nM 
de recombinantes. As células foram plaqueadas, carenciadas com 0,1% de SFB por 24 horas e 
após esse tempo foram tratadas com duas concentrações de recombinante selvagem (mQSOX1) e 
mutada (mQSOX1C452S), estas diluídas em meio com 10% de SFB por 24, 48 e 72 horas. Após 
esse período foi realizado o ensaio de cristal violeta. Os * p<0,05 mostram a significância em relação 
a concentração das recombinantes. E todos os tratamentos são significativos em relação a célula que 
não tem recombinante (controle), exceto mQSOX1 5nM em 24, 48 e 72 horas. 
FONTE: O autor (2014). 
 
Os resultados mostraram que a proliferação induzida pela QSOX1 não depende 
do estado de sincronia celular, gerando resultados idênticos aos resultados obtidos 
com células não carenciadas.  
Como o SFB possui diversos fatores mitogênicos, resolvemos avaliar o efeito 
proliferativo induzido exclusivamente pela QSOX1.  
Portanto, refizemos o ensaio de proliferação com células carenciadas por 24 
horas e após esse tempo adicionamos as recombinantes diluídas em meio com 
0,1% de SFB. Após 24, 48 e 72 horas, fizemos o ensaio de cristal violeta. Utilizamos 
PDGF para mostrar que as VSMC respondem a este estímulo mitogênico clássico 
nestas condições experimentais. O que pudemos observar com o resultado é que 
realmente a proteína QSOX1 participa do processo de proliferação celular de células 




a proliferação é maior. Além disso, podemos observar que essa proliferação é 
dependente do tempo (Figura 13). Observando a estatística podemos perceber que 
não tem diferença entre a recombinante selvagem e a mutada na mesma 
concentração. A diferença é apenas em relação  as concentrações diferentes. 
Podemos perceber também que tem diferença significativa em relação ao controle e 
as células tratadas com PDGF. 
 
 
Figura 13: Células VSMC carenciadas com 0,1% de SFB por 24 horas e tratadas com 5 e 50 nM 
de recombinantes. As células foram plaqueadas, carenciadas com 0,1% de SFB por 24 horas e 
após esse tempo foram tratadas com duas concentrações de recombinante selvagem (mQSOX1) e 
mutada (mQSOX1C452S), estas diluídas em meio com 0,1 % de SFB por 24, 48 e 72 horas. Após 
esse período foi realizado o ensaio de cristal violeta. Os * representam a diferença estatística 
(p<0,05) em relação as diferenças de concentração de recombinantes.  
FONTE: O autor (2014). 
 
Finalmente, para avaliar se o peróxido de hidrogênio (H2O2) produzido 
extracelularmente participa da proliferação induzida por QSOX1, tratamos as células 
com 200 U/ml catalase. 
A proliferação de VSMC induzida por mitógenos (LUO et al., 2010), incluindo o 




intracelularmente após a estimulação, e participa da via de sinalização 
(SUNDARESAN et al., 1995a). Para avaliar se H2O2 intracelular participa da 
proliferação, incubamos as células com 200 U/ml de PEG-cat. Como a catalase é 
uma enzima que decompõe o peróxido de hidrogênio, caso o H2O2 tenha algum 
papel extra ou intracelular, a proliferação estimulada pelas recombinantes diminuiria 
quando as células fossem tratadas com  200 U/ml de catalase ou peg-catalase, 
respectivamente. O que pudemos observar foi que não houve diferença na 
proliferação celular entre células não tratadas (Figura 13) e célula tratada seja com 
cat ou com peg-cat. Em contraste, a proliferação induzida por PDGF é inibida na 
presença de peg-cat. Estes dados indicam que a proliferação induzida pelas QSOX 
recombinantes não depende do peróxido de hidrogênio (Figura 14). A análise 
estatística demostra que houve diferença significativa entre as concentrações e 







Figura 14: Células VSMC tratadas com 5 e 50 nM de recombinates e Peg-cat e cat. As células 
foram plaqueadas e tratadas com duas concentrações de recombinante selvagem (mQSOX1) e 
mutada (mQSOX1C452S), junto com peg-cat e cat  em meio com 0,1% de SFB por 24, 48 e 72 
horas. Após esse período foi realizado o ensaio de cristal violeta. Os * representam a diferença 
estatística (p<0,05) em relação ao controle. 







5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Nossos dados indicam que a QSOX1 extracelular (secretada) inicia o processo 
de proliferação e deve estar agindo como ligante de receptores de membrana, já que 
a atividade sulfidril oxidase não tem papel nesse processo. Dessa maneira uma 
possível hipótese é que a QSOX1 estaria funcionando como ligante para o receptor 
de tirosina quinase (RTK). Na estrutura da QSOX1 tem um domínio chamado de 
ALR que é um fator de crescimento que estimula a proliferação de hepatócitos para 
a regeneração do tecido hepático (CHEN et al., 2003).  
Receptores ligados a tirosina quinase são um grande e heterogêneo grupo de 
receptores de membrana respondendo principalmente a mediadores protéicos. 
Apresentam um domínio extracelular de ligação ao ligante conectado a um domínio 
intracelular por uma hélice única transmembrana. Em muitos casos, o domínio 
intracelular é de natureza enzimática (com atividade proteína quinase). Essa família 
inclui receptores para insulina, citocinas e fatores de crescimento (EGF e VEGF, por 
exemplo) (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010). 
Devido à importância biológica das RTKs nos processos de sinalização celular, a 
sua atividade catalítica deve ser controlada rigorosamente. Alguns dos processos de 
regulação dessas proteínas são realizados pelo domínio quinase, pois o estado de 
fosforilação controla a atividade quinase diretamente (HUBBARD; MOHAMMADI; 
SCHLESSINGER, 1998). Além disso, o estado de fosforilação das tirosinas do 
receptor influencia a ligação de substratos e outras moléculas adaptadoras, estando 
também ligado à ação reguladora de proteínas fosfatases (HUNTER, 1995). 
Quando ocorre o contato entre o ligante (fator de crescimento) e seu receptor na 
forma monomérica, ocorre um processo de dimerização, resultando na fosforilação 
do domínio intracelular, através da reação entre ATP e resíduos de tirosina. Em 
seguida, ocorre a fosforilação de proteínas-alvo que possuem o domínio SH2, o qual 
representa um sítio de reconhecimento para as fosfotirosinas.  A fosforilação 
intracelular inicia uma cascata de reações citoplasmáticas que culmina em diversas 
respostas celulares (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010). As reações citoplasmáticas 
ocorrem através de complexas interações enzimáticas, que constituem as vias de 
sinalização. As principais vias de sinalização dos fatores de crescimento envolvem a 




Ras/Raf/MEK/MAPK, as quais têm funções importantes no crescimento, 
metabolismo, sobrevivência e divisão celular (MCCUBREY et al., 2007).  
As vias Ras/Raf/MEK/MAPK e PI3K/Akt desempenham papéis críticos na 
transmissão de sinais provenientes dos receptores de fatores de crescimento para 
regular a expressão gênica e evitar a apoptose. Estas vias interagem entre si para 
regular o crescimento e, em alguns casos a carcinogênesse (MCCUBREY et al., 
2007). 
Como já mencionado o ALR funciona como um sinalizador para ativar a via de 
MAP quinase no fígado (LI et al., 2000). Dessa maneira, a nossa hipótese é que 
possivelmente esse domínio de QSOX1 seja um ligante para ativação, por exemplo, 
de receptor de tirosina quinase. Esse receptor quando ativado inicia uma cascata de 
sinalização com fosforilação de diversas proteínas que possivelmente ativem vias 
que levam a proliferação celular.  
Nesse contexto como um todo podemos considerar que nossos resultados com 
células musculares lisas mostram que a expressão de QSOX1 regula positivamente 
a proliferação e migração de VSMC, contribuindo, assim, para o crescimento da 
neointima induzida por cateter balão. O processo da proliferação ocorre sem a 
participação da atividade sulfidril oxidase da proteína e que possivelmente um 
domínio da proteína está funcionando como um ligante para ativação de receptores 
de membrana e dessa forma esse receptor é ativado e desencadeia uma cascata de 
fosforilação de proteínas levando a proliferação celular através de vias intracelulares 
como ERK MAPK.  
Para elucidar esse mecanismo de proliferação temos como perspectivas fazer 
fosfoproteômica e identificar quais proteínas estão sendo fosforiladas, assim 
teremos uma idéia de qual via de sinalização está sendo ativada para que ocorra a 
proliferação.  
O estudo da lesão por cateter balão mostra um aumento na expressão da 
QSOX1 na neointima. Dessa maneira, podemos concluir que QSOX1 desempenha 
um papel importante, porém não determinante na proliferação e migração das 
VSMC, sendo que a dimuição da expressão da QSOX levou a uma diminuição da 
área da neointima e não aboliu a sua formação da mesma, assim ficando 
demonstrado que a formação da neointima depende da colaboração com outras 




A QSOX1 secretada pelas VSMC estimula as mesmas a migrarem e 
proliferarem através de sinalização autócrina colaborando para formação da 
neointima.  
Nossos resultados são importantes para compreender os eventos envolvidos na 
fisiopatologia da reestenose. E mostram novos papéis de QSOX1 em uma condição 





 In vitro constatou-se que a expressão de QSOX1 regula positivamente a 
proliferação e migração de VSMC; 
 Ocorreu uma diminuição da migração e proliferação de VSMC após 
interferência da QSOX1; 
 Observou-se um aumento da migração e proliferação de VSMC após a 
superexpressão de QSOX1; 
 O estudo da lesão por cateter balão mostra um aumento na expressão da 
QSOX1 na neointima; 
 In vivo QSOX1 desempenha um papel importante, porém não determinante 
na proliferação e migração das VSMC, sendo assim a formação da neointima 
depende da colaboração com outras moléculas; 
 Possivelmente a QSOX secretada pelas células musculares lisas da média 
estimulam as VSMC a migrarem e proliferarem através de sinalização autócrina para 
a neointima e essas células secretam QSOX fazendo com que proliferem mais; 
 Nossos resultados são importantes para compreender os eventos envolvidos 
na fisiopatologia da reestenose; 
 E mostram novos papéis de QSOX1 em uma condição fisiopatológica não 
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8. ANEXO – ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO 
8.1 De novo galectin-3 expression influences the response of melanoma cells to 
isatin-Schiff base copper (II) complex-induced oxidative stimulus. 
8.2 Antioxidant properties of glutamine and its role in VEGF-Akt pathways in portal 
hypertension gastropathy. 
